The FluidFM combines AFM and microfluidics, the latter being that branch of micro technology specialized in the fabrication of micro-to nano-sized devices that allow to confine and manipulate volumes of liquids from μL to fL. This is achieved with the fabrication of microchanneled cantilevers that allow delivering of liquids from an external reservoir to a micro-or nanometer sized aperture located at the free-end of the cantilever.
The FluidFM combines AFM and microfluidics, the latter being that branch of micro technology specialized in the fabrication of micro-to nano-sized devices that allow to confine and manipulate volumes of liquids from μL to fL. This is achieved with the fabrication of microchanneled cantilevers that allow delivering of liquids from an external reservoir to a micro-or nanometer sized aperture located at the free-end of the cantilever.
The FluidFM has demonstrated to be a valuable tool in single-cell manipulation and in local surface modification (e.g. surface patterning in liquid environment). It is correct to think about FluidFM probes as pipettes or syringes with reduced dimensions. Indeed micropipettes share with the FluidFM many application fields. However, the FluidFM probes offer the unique ability to sense interaction forces with AFM sensitivity.
Here I present FluidFM setup modified to enable measurement of ionic currents flowing through the embedded microchannel at picoampere scales. The setup is firstly applied in the electrophysiology field, in particular for force-controlled patch-clamp experiments in the whole-cell configuration. Patch-clamp is an electrophysiology recording technique that allows to control the transmembrane potential of single cells and thus to study the dynamics of voltage-gated ion-channels. Even though powerful and still considered to be the golden standard in the field, conventional patch-clamp suffers from low throughput and from the need of highly skilled operators. The FluidFM is used here to address these hurdles by automatizing the procedure of precise control and positioning of the probe onto the cell by means of force feedback. In addition, the system allows for simultaneous recording of transmembrane ionic current and force. This ability is exploited here to electrically stimulate isolated mice cardiomyocytes and to record the flow of ions through the membrane simultaneously with the generated transversal force. The FluidFM thus ABSTRACT vi shows to be a valuable tool especially in the mechano-biology field, where forces and electrophysiology play in conjunction.
With the addition of a precise actuator, the same electronics and electrodes used for patchclamp becomes capable to perform SICM. SICM is scanning probe imaging technique invented with the scope of imaging of living cells in physiological conditions and relies on the substrate-probe distance dependence of the ionic current flowing through the aperture of a pipette. The FluidFM demonstrated the ability of being used in this mode and we proved it by imaging both PDMS made calibration grids and living hippocampal neurons.
Among other advantages, FluidFM probes can be modified with FIB to obtain apertures down to 50 nm diameter without increasing the electrical impedance to problematic levels, as it is the case in glass micropipettes. The force control of the AFM is then exploited to run simultaneously with the ionic current controller resulting in a novel imaging mode. In this mode, DC SICM can be carried faster and limiting the interaction force with the sample.
It is demonstrated that when the SICM controller fails to keep the probe at a safe distance while scanning, the intervention of the force controller prevents excessive force to be exerted.
The application of the FluidFM on interesting biological systems are hindered by the lack of adequate aperture shape and size. The technique of Focused Ion Beam has proven to be a valuable tool for the fabrication of aperture with custom design. I fabricated application-driven apertures to pioneer the following fields: i) microbial and mammalian cell adhesion, ii) injection/extraction into/from mammalian cells, iii) patch-clamp and iv) SICM.
The thesis ends with a pilot study where the FluidFM is proposed as a balance for microobjects. Single spherical borosilicate beads were immobilized using suction with a tipless FluidFM probe in air. Based on the resonance frequency shift, one is able to calculate the mass of the immobilized particle. The accuracy and precision of the mass measuring system is confirmed by mass calculation upon volume knowledge gathered with AFM imaging. The FluidFM brings two key advantage to the field: i) the non-complexity of the protocol showed to increase the throughput by an order of magnitude and ii) the particle position on the cantilever is well defined by the location of the microchannel aperture allowing thus direct comparison between different particles.
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Riassunto
Il campo della microfluidica è specializzato nella fabbricazione di dispositivi su scala micro e nano per il confinamento e la manipolazione di volume fra µL e fL. Come peculiarità della tecnologia FluidFM, la microfluidica viene combinata con il microscopio a forza atomica (Atomic Force Microscope -AFM) attraverso l'integrazione di un micro canale nella microleva. In questo modo viene reso possibile il trasferimento di liquidi da un serbatoio esterno ad un'apertura di dimensioni micro-o nano-metriche situata all'estremità libera della microleva. Il FluidFM ha dimostrato di essere un valido strumento per la manipolazione di singole cellule e la modificazione locale di superfici, come ad esempio litografia in liquido. Le microleve FluidFM sono analoghe a pipette e siringhe, ma di dimensioni molto ridotte. Infatti, le micro-pipette condividono con il FluidFM molti campi di applicazione ma con una fondamentale differenza: il FluidFM preserva l'abilità AFM di misurare forze d'interazione con elevata sensibilità.
In questo lavoro viene presentata una versione di FluidFM modificata per la misura di correnti ioniche su scala pico-amperometrica attraverso il microcanale integrato nella microleva. Lo strumento sviluppato è dapprima applicato al campo di elettrofisiologia, in particolar modo all'esecuzione di esperimenti di patch-clamp in configurazione "wholecell". Quella del patch-clamp è una tecnica di elettrofisiologia che permette il controllo del potenziale di membrana di una singola cellula e quindi lo studio delle dinamiche di apertura e chiusura di quei canali ionici che sono regolati dal voltaggio. Nonostante questa tecnica sia tutt'ora considerata la miglior scelta nel campo, soffre di basso rendimento e della necessità di un operatore altamente esperto. L'uso del FluidFM in questo campo risolve questo problema automatizzando la laboriosa procedura di avvicinamento della sondain maniera precisa e controllata -sulla membrana cellulare utilizzando il sensibile controllo RIASSUNTO viii retroattivo della forza. In aggiunta, il sistema permette l'acquisizione simultanea di correnti attraverso la membrana cellulare e della forza. Questa abilità viene nel nostro caso sfruttata per stimolare elettricamente cardiomiociti primari isolati da topi, per indurne la contrazione e misurarne simultaneamente la forza trasversale insieme alle correnti ioniche trans-membraniche. Il FluidFM è quindi uno strumento ideale in special modo nel campo della meccano-biologia, in cui forze ed elettrofisiologia lavorano all'unisono.
Con l'aggiunta di un attuatore di precisione, lo stesso tipo di elettronica usato per il patchclamp può essere utilizzato come microscopio a scansione a conduzione ionica (Scanning Ion Conductance Microscope -SICM): una tecnica di produzione d'immagine inventata appositamente per la raffigurazione topografica di cellule viventi in condizioni fisiologiche.
Questa tecnica si basa sulla dipendenza della corrente ionica che scorre attraverso l'apertura di una pipetta, dalla distanza di quest'ultima dal substrato. Il FluidFM ha dimostrato l'abilità di riprodurre questa tecnica di raffigurazione su griglie di calibrazione fatte in PDMS e su neuroni ippocampali in vita. Tra gli altri vantaggi, le levette del FluidFM possono essere modificate con l'aiuto della tecnica del fascio ionico focalizzato (Focused Ion Beam -FIB) ed ottenere così diametri inferiori ai 50 nm senza aumentare la resistenza elettrica delle levette a livelli problematici come invece avviene nel caso delle classiche micro pipette. Il controllo della forza retroattivo conferito dall'AFM viene qui usato simultaneamente al controllo retroattivo sulla corrente ionica di cui sopra, dando così luogo a un nuovo metodo di imaging. In questa modalità è possibile accelerare la scansione in DC-SICM, limitando nel contempo le forze di interazione con il substrato. È qui dimostrato che durante la scansione, quando il controllo retroattivo della corrente ionica fallisce nel mantenere la levetta ad una distanza adeguata, l'intervento del controllo retroattivo della forza previene che le forze d'interazione diventino eccessive.
L'applicazione del FluidFM su interessanti sistemi biologici è limitata dalla mancanza di aperure del micro canale adeguate in termini di dimensione e forma. La tecnica FIB ha dimostrato di essere di aiuto per la fabbricazione di aperture con design personalizzato.
Nell'ambito di questo lavoro sono state fabbricate aperture il cui design è stato appositamente studiato per esplorare i seguenti campi di applicazione: i) adesione di cellule mammifere e batteriche, ii) iniezione/estrazione in/da cellule mammifere, iii) patchclamp e iv) SICM.
La tesi termina con uno studio pilota in cui il FluidFM viene proposto come bilancia per oggetti microscopici. Singole particelle di borosilicato con forma sferica sono state reversibilmente immobilizzate con l'applicazione di pressione negativa nel microcanale RIASSUNTO ix usando levette "Tipless" aventi un'apertura circolare di 2 µm, in aria. La massa della particella appesa può quindi essere stimata basandosi sulla riduzione della frequenza di risonanza. La precisione e l'accuratezza della stima è stata confermata dal calcolo della massa basato sull'esatta conoscenza del volume, acquisita con le immagini AFM. Il FluidFM apporta due vantaggi chiavi nel campo: i) la semplicità operativa aumenta la produttività di un ordine di grandezza e ii) la posizione di immobilizzazione sulla microlevetta è ben definita dall'apertura del microcanale, permettendo il confronto diretto tra le particelle misurate.
